<所内学術研究成果報告>E-2. Ralstonia eutropha H16 の細胞内 PHB depolymerase の性質に関する研究(E. 環境にやさしい有機材料設計のための劣化の制御に関する研究) by 小林 照幸 et al.
E-2.RalstoniaeutrophaH16の 細 胞 内PHBdepolymeraseの 性 質 に 関 す る 研 究
E-2・RalstoniaeutrophaH16の 細 胞 内PHBdepolymeraseの
性 質 に 関 す る 研 究
神奈川大 総 合理学研 究所1・ 理2小 林 照幸1・ 杉 山 明典2・ 齊藤 光實2
[緒言]
ポ リー3一 ヒ ドロキ シ酪酸(PHB)は 種 々の微 生物が細 胞 内 にエ ネルギー 源 と して貯
え るポ リエ ステ ル で あ り、 生分解 性 プ ラスチ ック と して知 られて い る。細 菌が細 胞外
に分泌 す るPHBdepolymeraseに ついては、精製 な らび に遺伝 子 のク ローニ ングが な
され、そ の性 質が 調べ られ て きた。一方 、細胞 内PHBdepolymeraseに 関 して は、
細胞 内で のPHB代 謝 に重 要な 役割 を果 た して いる と考 え られ て いる にも関わ らず 、
そ の研究 は あま り進 んで いな い。
我 々は これ まで にRalstoniaeutrophaH16の 細胞 内PHBdepolymeraseの 大腸
菌で の発現 と精製 を行 な いそ の性質 を調 べた。 また、sitedirectedmutagenesisに よ
り183番 目のシステイ ンをセ リンも しくは ア ラニ ンに置 換 した変異 型の酵 素 を作 成 し
性質 を調 べた。その結果 ア ラニ ンに置 換 した酵 素 にはPHBdepolymerase活 性 がな く、
183番 目のシステイ ンが活 性 中心 の アミ ノ酸 であ る ことが示唆 された。
今 回、 これ らR.eutrophaH16の 細 胞 内PHBdepolymeraseの 変異型 の性 質 を検
討 し、 さ らに野生型 の酵 素 につ いて もそ の性質 に関 して詳細 な検 討 を行 った。
[実験]
R.eutrophaH16の 細 胞 内PHBdepolymeraseは 野 生型 、変 異型 、共 に酵素 のC末
端 にHistagを 付加 しpETsystemを 用 いて大 量発 現 を行 な った。 発現 したPHB
depolymeraseは コバ ル トカ ラム を使 って精 製 した。 結 晶化PHBグ ラニ ュー ル、 人
工 アモル フ ァスPHBグ ラニ ュール 、直鎖3一 ヒ ドロキ シ酪酸(3HB)オ リゴマー、環 状
3HBオ リゴマ ー を基 質 と して使 用 し、野 生型 、変 異 型 の基 質特 異 性 を調べ た 。PHB
も しくは3HBオ リゴマー分解 活性 は分解 によ り放 出 され る3HBを3HBデ ヒ ドロゲ
ナーゼ を用 いて酵 素的 に定 量す る こ とで測定 した。PHBグ ラニ ュール を基質 と して使
用 した ときの活性 は 反応後 に3HBオ リゴマ ーハイ ドロ ラーゼ で処 理 し、反応 液 中の
3HBオ リゴマー を完 全 にモ ノマー に分解 した もの、反応 液 中 に3HBオ リゴマーハ イ
ドロ ラーゼ を加 え た もの につ いて測 定 した。 また、野 生型 、変 異 型 の酵 素 の阻 害剤 に
よる影響 を調べ た。
野 生型 の酵 素 につ いて は人工 アモ ル フ ァスPHBグ ラニ ュー ル を基質 として使用 し
た ときの分解産物 をHPLCを 用 いて調べた 。
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[結果 と考察]
前 に述べ た ようにReutrophaの 細胞 内PHBdepolymeraseは183番 目の シス
テイ ンをア ラニ ンに置換す る と活 性 を失 う。 また、Reutrophaの 細 胞 内PHBデ ポ
リメラーゼ とBLASTsearchで 見 つか った細胞 内PHBdepolymeraseで ある と考 え
られ る蛋 白質 には、細 胞外PHBdepolymeraseの 活性 中心 に共 通 して見 られ る リパ
ーゼ ボ ックス(-G-X-S-X-G-)が な く、共通 したセ リンも存 在 しなか った。 この こ と
か ら183番 目の シス テイ ンが活性 中心 のア ミノ酸 で ある と考 え られ る。しか し、183番
目の システイ ンをセ リンに置換 した酵 素(C183S)は 人 工 アモ ル フ ァスPHBグ ラニ
ュール を分解 した。
C183Sは 人工 アモル フ ァスPHBグ ラニ ュール以外 にも3HBtrimerを 分解 したが、
3HBdimer、 結晶化PHBグ ラニ ュー ルは分解 しなか った。 この基質 特異性 は野 生型 と
同 じで あるが 、 どの基質 を使 用 した 場合 にお いて も野 生 型 に比べ てC183Sの 方 が高
い活性 を示 した。
阻害剤 の影 響 を調べ た ところSH基 の修飾 剤 で あるPCMBで は両酵素 と も阻害 さ
れ た。 また 、活性 中心 のセ リンの修 飾 剤 であ るDFPに よ る影 響 を調 べ る と、野 生 型
で は1mMで 阻害 されなか ったがC183Sは 阻害 され るよ うにな った。 この結果 か ら
もReutrophaの 細 胞 内PHBdepolymeraseの 活性…中心 は183番 目の システ イ
ンで ある ことが示 唆 された。
野 生 型 の酵 素 に つ い て は環 状3HBtrimer、 環 状3HBpentamer、 直 鎖3HB
pentamerを 基質 として活性 を測 定 した。環 状3HBtrimerは 分解 しなか ったが3HB
pentamerは 環状 、直 鎖 とも同程度 分解 した。3HBオ リゴマー の分解 活性 につ いて
はRalstoniapickettiiT1の 細胞外PHBdepolymeraseと 似 た性質 を示す ことが分
か った。
人工 アモル フ ァスPHBグ ラニ ュール を基質 として使 用 しそ の分解 産物 を調 べ た。そ
の結果 、大部 分が3HBdirnerで あ りそ れ以外 に も少量 のオ リゴマ ー とモ ノマー が存
在 して いた 。 また、 人工 アモル フ ァスPHBグ ラニ ュー ル を基 質 と して用 い、反応 液
中 にオ リゴマ ーハ イ ドロラー ゼ を加 え て活性 を測 定す る と、 反応 終 了後 に遠心 し、そ
の上清 にオ リゴマーハイ ドロラーゼ を加えて測定 した ときよ りも高い活性 を示 した。R.
eutrophaの 細 胞 内オ リゴマー ハ イ ドロ ラーゼ は細 胞 内 のPHBグ ラニ ュール 上 と細
胞 質中 に存在 す る。 これ らの結果 か ら細胞 内 にお け るPHBグ ラニ ュール の分解 がオ
リゴマ ーハイ ドロ ラーゼ の存在 下で よ り促 進 され る とい うことを示 唆 して いる。 また、
分解産物 の大部分 が3HBdimerで あ る ことと、3HBオ リゴマー に対 す る基質特 異性
が細胞 外PHBdepolymeraseと 似 て いる こ とか ら、そ の分解様 式 はエ ン ド型 で ある
と予想 され る。
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